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論 文 内 容 要 旨
【目的】
プロス タノイ ドはア ラキ ドン酸か らシクロオキシゲ ナーゼ(cyclooxygenase,COX)に よって生体 内で生
成 され る一連 の化合物 の総称 であ る。 ホスホ リパ ーゼA2に より細胞膜 の リン脂質か ら遊離 された アラキ
ドン酸 は,COXに よりプロス タグランジ ン(prostaglandin,PG)や トロ ンボキサ ン(thromboxiane,TX)に
変換 される。これ らの プロス タノイ ドは類似 の構造 を有 し,生 体の機能調節 に重要 な役 割 を果 た している。
その産生量の変動は種 々の疾患の発症や進行 に関与す るため,医 薬 品 として も応用 されている。す なわち,
疾患 にお けるプロス タノイ ドの産生量 の変動 と病態 との関連性 の検討 は,対 象疾患 の発症 の予 防や治療 に
応用可能であ る有用 な知見 を もたらす もの と考 え られ る。
慢性 関節 リウマチ(rheumatoidarthritis,RA)は 自己免疫疾 患の一 つで,多 発性の関節滑膜炎 を特徴 とす
る全 身性炎症性疾患 であ り,滑 膜 において 自己の変性免疫 グロブ リンG(immunoglobrinG,IgG)に 対 し
自己抗体が反応す ることによ り発症す る。難治性で慢性 に推移 し,長 期 にわた る治療 を必要 とす る。その 『
病理学的 な特徴 と しては,関 節腔 に存在 する滑膜細胞上の変性IgGに よ り免疫系の活性化 が生 じ,炎 症性
サ イ トカイ ンが誘導 され,プ ロス タノイ ド等の メデ ィエー ターが産生 され る。その結 果,滑 膜組織 の肥厚
が起 こ り,ラ ィブリノイ ド変性,リ ンパ球や形質細胞 の浸潤及 び形 質細胞 に よる リウマ トイ ド因子 の産生,
マクロフ ァージの増殖 などを見 る。炎症が進 むと滑膜細胞 か ら産生 され るコラゲナーゼの働 きによって軟
骨及 び骨組織が浸食 されてい くため,慢 性的 な痺痛 を伴 う関節変形 が生 じる。 この ように,RAの 病態変
化 には滑膜細 胞の増殖 が大 きく関与 している と考 えられている。
RA患 者か ら採取 した関節液 に含 まれるPGE,,PGF、 。,PGI、,TXA、 等 の様 々なプロス タノイ ドは,滑 膜
や軟骨組織等か ら産生 される ことが報告 されてい る。 また,ヒ ト滑膜細胞や軟骨組織 中の微小血管 内皮細
胞 は,イ ンター[1イ キ ンー1(interleukin-1,IL1)の 刺激 によ りPGE2,PGF2。,PGF2及 びPGI2を 産生す る
こ とが報告 されている。炎症刺激 によ りCOX-2が 発現す るこ とが明 らか となって以来,PGE2の 産生量 は
COX-2活 性の指標 と して用 い られているが,RAの 病態 におけるプ ロス タノイ ドの役割 とそ の産生量 に関
する報青は未解明な部分が多 く,こ れらプロスタノイ ド産生の変化の,病 変部位 における検討は重要であ
る もの と考 え ら れ る 。
こ の よ う な 背 景 か ら,本 研 究 で は 滑 膜 細 胞 に お け る4種 の プ ロ ス タ ノ イ ドPGE、,PGF、 、,PGI,,及 び
TXA2の 産 生 量 とRAと の 関 連 性 を 明 ら か に す る た め,簡 便 で 高 感 度 か つ 化 合 物 選 択 性 に優 れ る 液 体 ク ロ マ
トグ ラ フ ィ ー/タ ン デ ム 質 量 分 析Giquidchromatography/tandemmassspectrometry,LCIMS-MS)を 用 い た
PGE、,PGF、 。とPGI、,TXA2そ れ ぞ れ の 安 定 変 換 体 で あ る6-keto-PGFI.,TXB、 の 一 斉 同 時 定 量 法 を 確 立 し
た 。 さ ら に,RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 に お け るPGE2,PGF2。,6-keto-PGF1、 及 びTXB2の 産 生 量 の 変 動 に つ い
て 検 討 し た 。
【方 法 】
四 重 極 型 タ ン デ ム 質 量 分 析 計 に は エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン化 イ ン タ ー フ ェ ー ス を 装 着 し たQuattroH
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(micromass),セ ミ ミクロH2PLCシ ス テムはナノスペ ースSI-1(資 生堂),,分 離 カラムと してC18CapcellPak
UG120(資 生堂;φ1.5xl50mm,5μm)を 使用 した。PGE2,PGF2、,6-keto-PGFI、 及 びTXB2を 測定対象
と し,4種 の プラス タノイ ドの同時定量法の開発並 びに培養上清 し中のPGE2,PGF2。,6-keto-PGFI。 及 び
TXB、 の定量 を行 った。
【結果及び考察】
1.PGE2,PGF2。,6-keto-PGFI。 及びTXB2の 一斉 同時定量法 の開発
LCIMS-MSを 用 いて,PGE2,PGF2。,6-keto-PGF1。 及 びTXB2の 測定法 を確 立 した。アセ トニ トリル/
水/酢 酸系(pH5.0)の 移動相 を用い,PGE、,PGF,、,6-keto-PGF1。 及びTXB、 標準品のマススペ ク トルを
測定 した ところ,そ れぞれの擬分子 イオ ン[M-H]が 相対 強度強 く観測 された。 また,そ れぞれの重水素
標識体 のマススペ ク トルではそれぞれ4マ スユニ ッ ト増加 した擬分子 イオン[M-H]が 観測 された。つ ぎ
に,そ れぞれの擬分子 イオ ン[M-H]を プリカーサ イオ ンと し,フ ローイ ンジェクシ ョンモー ドでそれぞ
れの標準 品及 び各重水 素標識体 のプロダク トイオンマススペク トルを測定 した ところ,そ れぞれのプ リイ
カーサ ーイオ ンをは じめ とし,各 化合物 に特徴的な イオ ンが観測 され た。 この結果 より,PGE2m吃351>
111吃271,PGF2。m吃353>m勉192,6-keto-PGF1。m々369>m〃163,TXB2m吃369>m吃195を モ ニタ リン
グす るSRMに よ り測 定 を行 うこ とと した。各化 合物 の標準 品 を用い てSRMを 行 った ところ,PGE、,
PGF2、,6-keto-PGFI。 及 びTXB2は それぞれ約5.6分,約5.1分,幽 約3.7分,約4.5分 に ピーク を与 えた。各重
水素標識体 を内部標準物 質(intemalstandard,IS)と して用い,各 化合物 とISと の ピーク面積比 によ り検
量線 を作 成 した ところ,い ず れの プロス タノ イ ドとも10pgか ら10ngの 範 囲で良好 な直 線性 を示 した
(r=0。997～0.999)。 次い で試料 か らの精製 に固相 カ ラム による単回抽出法 を設定後,4種 同時測定の可
能性 について検討 を加 え,高 感度かつ短 時間に測定が可能 な方法 を構 築 した。バ リデーシ ョンを行 った と
ころ,本 測定法 の真度 は94,1%か ら106.6%っ と良好 な結果 を示 した。 また,各 濃度 の測定値 にお ける変
動係数 は7.8%以 下であ り,本 測定法が高い信 頼性 を有す るこ とを示 した。 これまで,こ れ ら4種 の プロ
スタノイ ドの一斉定量法の報告 はな され てお らず,本 法が新規 であ る。
LCIMS-MSに よる測定が可能 にな り,今 後,カ ラムス イッチ ングを使用 した前処理 も含 めた測定の 自動
化 を行 うことによって,そ の臨床応用 への道 が開ける もの と考 えている。 また,い くつか の疾患 において
特定の プラス タノイ ドが特異的 に増加す ることが知 られてお り,同 時測定がで きるこ とで その病態 につい
てよ り正確 に把握す ることが可 能 となる。
質量分析 に よるプロスタノイ ドの測定が凡用化 されれば,プ ロス タノイ ドの生理 的意義や病態への関与
が明 らか にな り,診 断や治療へ の応用 に飛躍的 に発展 する もの と考 えられる。
2・ 滑膜細胞のPGE2,PGF2、,6-keto-PGF1。 双 びTXB2産 生能 につい ての基礎 的検討
病態モデル としてRA患 者 よ り採取,培 養 した滑膜細胞 を用 い,PGE2,PGF2、,6-keto-PGF1、 及 びTXB2
の産生量の変動 について検討 した。RA患 者 由来滑膜細胞 の各 プロス タノイ ド産生量 は無刺激時 には極微
量で,病 態モデル と してプロスタノイ ド産生 の解析 に用い るには細胞 の活性化が必要である と考 え られた。
そこで リポポ リサ ッカライ ド(lipopolysaccharide,LPS)ま たはIL-1β を添加 した際 のプロス タノイ ド産生
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量 を経時的 に検 討 した。
2-lLPSの 添加効果LPS非 添加時 においてはいずれの プロス タノイ ドも20pg(6x10`cell)以 下であ
ったのに対 レLPSの 添加 によ り産 生量 は経時 的に増加 した。PGE2,PGF2.,6-keto-PGE。 及 びTXB2の 産
生量 はそれぞれ96.3,33.2,93.1,79.8pg(6x105cell)と24時 間後の値 はいず れのプロス タノイ ドにおい
て もLPS非 添加時に比べ有意 な高値 を示 した。
2-21L-1β の添加効果IL-1β 添 加 によ り,い ず れのプロス タノイ ドとも産生量 は経時的 に増加 した。
特 にIL1β 添加後24時 間にお けるPGE2及 び6-keto-PGF1.の 産生量 は9743pg,2733pg(1x105cell)と 顕著
に増加 した。 これに対 し,IL一 ユβ添加後24時 間にお けるTXB2の 産生量 はユ6.7pg(ユxユ05cell)で あ り,そ
の変化 は小 さかった。次 にプロス タノイ ド産生 に及 ぼすIL-1β の影響の濃度依存性 について検 討 した とこ
ろ,い ずれのプロス タノイ ドともIL1β 濃度依存 的に産生量 は増加 した。 また,こ の産生 はCOX阻 害剤
で あ る,ジ クロ フェナ クに よって大 き く阻害 され る ことを示 した。 これ は炎症 性 サイ トカ イ ンであ る
IL-1β の刺激 に よりCOX-2誘 導 され,そ の結果 としてPGE2,PGI2が 産生 され るこ とによるもの と考 えら
れる。
また,TXの 産生量 の増加 はPGE2,6-keto-PGF1、 に比 して非常 に小 さい ものであ った。 この こ とは,生
体 試料 にお けるTX量 の増加 は滑 膜細 胞 に よる ものでは な く,他 の何 らかの要 因に よる もの と考 え られ
た。
【結論】
慢性 関節 リウマチ にお けるプロス タノイ ドの産生量 の変動 は病態 と密 接 に関連す る可能性が示 された。
高感 度で簡便 な測定が可能であ るLCIMS-MSに よるプロス タノイ ドの同時測定が医療 の現場 において病
態 の把握や治療効果の判定等 に際 し,有 益 な情報 を与 えるもの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
アラキ ドン酸か らシクロオキシゲナーゼ(cyclooxygenase,COX)に よって生体内で生成 されるプロス タ
ノイ ドは,産 生 量 が微 量 で あ り,そ の定量 的 な解 析 は 困難 とされ てい る。 また,慢 性 関節 リウマチ
(rheumatoidarthritis,RA)は 自己免疫疾患 の一つ で,多 発性の 関節滑膜炎 を特徴 とす る全身性炎症疾患で
あ り,そ の発症や病態の進行 には滑膜組織 の肥厚 やインター ロイキ ンー1(interleukin-1,H/1)等 のサ イ ト
カイ ンやプロス タノイ ド等が関与する もの と考 えられているが,そ の実体 は未だ明 らか にされていない。
本研 究で は,ま ずRAの 病態 との 関連性 が考 え られ る4種 の プロス タノイ ドPGE2,PGF2、,PGI2及 び
TXA2のLC上 ρ挙動解析,各 標 準品及 び内部標準物質のマススペ ク トル,そ れぞれの擬i分子 イオン[M-
H]一 をプリカーサーイオ ンとしたプロダク トイオ ンマス スペ ク トルの検討 に よる選択 イオ ンレコーデ ィン
グ(SIR)の 条件設 定 を行 い,さ らに検量線 の作 製 と添加 回収試験,試 料 と して細胞培 養液か らの固相 カ
ラム を用 いた簡便 なク リーンア ップの検討 を行い,こ れ ら4種 のプロスタノイ ドの簡便 で高感度 かつ化合
物選択 性 に優 れ る液体 ク ロマ トグラ フ ィー/タ ンデム質量 分析(liquidchromatography/tandemmass
spectrometlu,LCIMS-MS)を 用 いた一斉同時定量法 を新規 に確 立 した。
さらに,病 態モデル としてRA患 者 よ り調 製 された滑膜細胞 を用い,こ れ ら4種 プロス タノイ ドの産生
量の変動 について検討 した。 その結果,RA患 者 由来滑膜細胞 の各 プロス タノイ ド産生量 は超微量で検 出
が困難であるが,LPS及 びIL-1β の添加 によ り産生量 は経 時的,用 量依存 的 に増加す るこ と及び特 にIL-1
β添加後24時 間 におけ るPGE2及 び6-k6to-PGF1、 の産生量 は顕著 に増加す るこ とを明 らかに した。 さらに,
これ らの産生 はCOX阻 害剤 であ る,ジ クロフェナクに よって阻害 され るこ とを示 した。 こ.れらは,RA
患者の主訴である慢性頭痛 の要 因 と考 え られ るPGE、 とプロス タサ イクリングが,IL-1β の刺激 によ り滑
膜細胞 か ら産生 され ること及 びその産生抑 制へ のジクロデナックの有用性 を示 した重要な知見 である。
本研 究で開発 され た,高 感度で簡単 なLCIMS-MSに よるプロス タノイ ドの 同時定量法 を用 いる ことに
よ り,RAに おけるプロス タノイ ドの産生量の変動 は病態 と密接 に関連する可能性 を示 した。開発 された
方法 と成果 は今後 のRA病 態解析 のみな らず,様 々 な疾患 におけるプロス タノイ ドの生理的意義の検討 に
有用な知見 であ り,薬 学 において有益 な成果である と判 断す る。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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